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국  문  요  약
  대장암은 미국에서 암에 의한 사망률중 두 번째를 차지하는 치명적인 
암이며, 한국에서도 최근 발생률이 증가 되고 있다. 최근 다양한 항암제의 
복합처방의 효과에 대해서 연구가 진행중이다. 서로 다른 target을 갖는 
여러 종류의 항암제를 병행함으로써 부가적 또는 상승작용을 기대하는 연
구들이 진행중이다.
  본 연구에서는 대장암의 세포주 중의 한 종류인 HT29 세포주에 대하
여 arsenic trioxide와 taxol을  처리했을 때 두 약제가 나타내는 항암 작
용과 두 약제를 조합하여 처리 하였을 때 두 약제의 상호작용에 의하여 
나타나는 항암작용을 비교하였다. 이를위해 본 연구자는 대장암 세포주인 
HT29 세포에 taxol과 arsenic trioxide를 약제의 농도와 시간에 따라 각각 
처리하고, 또한 두 약제를 복합 처리한 후에,  약제 처리된 세포주에서 
apoptosis가 유도되었는지의 여부를 Flow cytometry를 이용한  세포 주
기, 세포독성능검사, 그리고 형광현미경 검사를 통해 염색체 농축등을 조
사하였다. 
  Taxol을 처리한 HT29 세포에서 세포주기 중 G2/M phase 세포의 분포
가 현저하게 증가하는 세포주기 arrest 현상이 나타났으며, 세포독성능과 
DNA 분절, 그리고 염색체의 농축 현상도 나타났다. 또한 arsenic trioxide
를 처리한 HT29 세포에서도 taxol의 경우와 같은 결과를 나타냈다.    
따라서 taxol과 arsenic trioxide는 HT29 세포에 apoptosis를 유발시키는 
항암 작용을 나타냈다. 그러나 taxol과 arsenic trioxide를 복합처리한 
HT29 세포에서의 실험 결과는 약제를 처리 하지않은 대조 세포에서의 
결과와 유사하게 나타났다.  Apoptosis가 유발되지 않은 이유는 arsenic 
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trioxide가 taxol의 apoptosis 유발 기전을 저해하는 길항제로 작용했다고 
생각된다. 
  또한 특정 고형암 세포에서  특이적인 항암 작용을 나타내는 새로운 약
제를 발견하려는 노력이 시도되고 있다. 따라서 본 연구에서는  고형암과 
유사한 특징을 나타내는  HT29 세포의 spheroid 형성을 시도하였다. 
  본 실험에서는 matrix를 사용하지 않는 multicellular spheroid system
을 사용하여  HT29 세포의 spheroid form을 형성하였으며, 그 결과를 전
자현미경을 이용하여  관찰하였다.  세포들은 정상적인 분포를 나타냈고, 
세포조직과 유사한 형태를 나타냈는데 세포간의 junction이 잘 나타났고, 
세포 기관도 잘 발달되었으며 핵 상태로 보아 분화가 잘 일어난 것을 관
찰하였다. 또한 형태적 조건이 다른 HT29 세포에 대하여 실시한 taxol에 
의한  세포독성시험의 결과는 HT29 세포 monolayer form 보다 spheroid 
form에서 taxol에 대해 높은 저항성을 나타냈다.  
  결론적으로 HT29 세포의 sphroid 형성은 다른 세포에서도 적용되어 새
로운 항암제의 개발에 기여할 것이다.
-----------------------------------------------------------------
핵심어 : 대장암, taxol, arsenic trioxide, Apoptosis, HT29세포주, 고형암, 
monolayer, spheroid, 길항제
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Chapter I
대장암  HT29세포주에 대한 
taxol과 arsenic trioxide와의 상호작용
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제 I-1 장    서   론
  
  대장암과 직장암은 동물성 지방질과 육류를 많이 섭취하는 미국이나 유
럽에 사는 민족에게서 많이 발생하며, 특히 미국에서는 발생률과 사망률 
모두 폐암 다음으로 높은 암이다. 한국이나 일본을 비롯한 아시아 각국에
서는 서구에 비하여 발생률이 낮으나 근래에는 식생활이 점차 서구화 되
어감에 따라 예전에 비하여 대장, 직장암의 발생률이 증가되어 가고 있는 
추세로 우리나라의 경우 발생율과 사망률이 4번째로 높은 암으로서 인구 
십 만 명 당 약 7명이 대장암으로 사망하고 있으며, 최근 10년 사이 대장
암에 의한 사망률은 약 80% 정도 증가하여 그 상승 속도가 높아지고 있
는 추세이다(1). 
  암의 치료는 외과적 절제와 방사선 요법, 항암제를 사용하는 화학적 요
법 등이 시도되고 있다. 그러나 대장암을 포함한 많은 진행성, 재발성 암
은 흔히 사용되는 항암제에 대하여 저항성을 나타내기 때문에 이러한 문
제를 해결하기 위한  방편으로 최근 몇 가지 항암제를 조합하여 사용하는 
방법이 시도되고 있다(2). 서로 다르거나 같은 작용 기전을 가지는 항암제
를 조합한 병용 치료는 암세포에 대한 세포독성을 증가시켜서 항암 작용
의 상승효과를 나타내기도 하지만, 조합이 잘못된 약제를 혼용하게되면 
오히려 억제효과를 보여주기도 한다(3). 항암 치료의 효과는 약제에 대한 
저항성, 처리 농도나 계획에 따라 다양하게 나타나는 것으로 생각 된다
(4).
  Taxol은 주목과의 나무인 Taxus brevifolia에서 분리된 천연물질로서 
유방암, 난소암 그리고 악성 폐종양의 치료에 탁월한 효능을 나타내는 항
암제중의 하나로 소아암을 비롯한 여러 가지에 암 대한 치료 효과가 연구
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되고 있다(5). Taxol은 microtuble network의 안정화와 microtuble의 
dynamics를 억제하는 anti-microtubule agent로 알려져 있다(6). Taxol은 
microtubule에 직접 결합하여 microtubule의 분해를 억제, 안정화시킴으로
써 세포주기 중 G2/M 시기에서 세포분열을 억제시켜 그 효능을 나타낸다
(7-11). 또한 microtuble을 안정화시키는 작용 외에도 혈관형성
(angiogenesis)을 억제하는 작용이 있는 것으로 밝혀졌으며(12),  세포내 
microtuble에 결합하여  방사능에 대한 감수성이 높은 G2/M 시기에 세포
주기를 머물게 함으로써 radiosensitizer로도 작용하므로 방사선 치료와 
병행하여 taxol을 투여한 경우 치료효과가 증대되는 것으로 보고되었다 
(13-16).
  Apoptosis는 특히 외부 자극에 대해서 세포 내부에 이미 존재하는 일련
의 프로그램에 의해 세포가 사멸하는 과정을 의미하는데, 최근 특정 종양
세포에서 apoptosis를 유도하는 항암제들에 관한 연구들이 많이 보고되고  
있다(17). 
  Apoptosis 진행 시에 관찰되는 특징은 DNA 분절, 세포의 형태학적인 
변화와 세포주기의 변화 등이다. 특히 DNA 분절은 internucleosomal 
DNA cleavage가 일어나서 180-200 bp 정도의 multiple ladder 형태의 
DNA가 관찰되는 것으로, 이러한 DNA 분절은 주로 세포 내에서 Ca2+ 나 
cAMP의 농도 증가에 의해 핵 내에 존재하는 endogeneous endonuclease
의 활성화를 통해 나타나는 것으로 알려져 있다(18). 또한 DNA 합성에 
중요한 역할을 하는 topoisomerase I의 작용이 억제되면서 히스톤 H1 같
은 핵 내 단백질이 phosphoylation되어 분해되면서 DNA 분절이 유도된
다고도 보고되었다(19-21). 
  Apoptosis시의 형태학적인 변화는 전자현미경을 통해서 관찰할 수 있는
데, 핵막 주위로 핵 염색질이 농축되기 시작하면서 핵막과 세포막이 수포
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를 형성하고 마지막에는 남아있는 핵이 분절되어 막으로 둘러싸인 특이적
인 apoptotic body를 형성하면서 나가게 된다(22-24). 이러한 apoptosis의 
예로는 human promyelocytic leukemia cell(HL-60)에 etoposide (VP 16), 
camptothecin, ciplatin, actinomycin D 등 여러 항암제를 처리했을 때 , 
M14 human melanoma cell에 CB3717, methotrexate (MTX)의 처리시, 
murine sarcoma에 actinomycin D, mitomycin C, cycloheximide의 처리에 
따른 apoptosis의 유도가 그것이다(25-26). 이와 같은 많은 항암제들이 특
정 세포에 apoptosis를 유도하여 DNA 분절을 일으킨 것이 보고되고 있
다(27-29). 이러한 사실들은 항암 치료에 좀 더 효과적인 자료가 되기도 
하지만, 한편으로 분화가 빠른 정상 세포에서도 apoptosis를 유도하는 부
작용이 보고되기도 했다(30). 그래서 이러한 문제를 해결하기 위해 종양세
포들에 특이적으로 apoptosis를 유도하는 항암제의 작용 기전에 관한 연
구가 이루어지고 있다(31,32) 
  Microutubule과 관련된 세포의 필수적인 기능들은 종양의 치료에  광범
위한 microtubule interfering agents의 사용을 촉진 시켰다. 그 예로 
taxol을 LNCaP 세포와 H460, RKO 세포에 처리하여  유도되는 G2/M 
phase arrest 동안 cdc2 kinase의 activity가 증가되며, bcl-2의 인산화가 
증가 되는것이 보고되었다(32,33). G1/S check point 로서 기능을 하는 
p21 단백질과 p53 단백질의 기능이 결여된 세포의 경우 taxol에 의해 더 
민감하게 apoptosis가 유도되는 것으로 보고되었다(35-38). 또한 
metaphase에서 anaphase로의 전환을 방해하며 apoptosis를 유도하는데, 
이는 Bcl2 phosporylation과 이후의 caspase-3와 polymerase 절단을 유도
하기 때문이다(39).  
  약제의 작용기전은 다양한 signal transduction pathway와 관련이 있다
(40). Taxol은 미토콘드리아의 pathway에도 관여하는데, 이전의 결과에 
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의하면 대장암의 경우에 caspase-8과 caspase-3가 활성화됨에 따라 
membrane potential이 감소하는 것으로 나타났다(41). 또한 taxol이  직접
적으로   cytochrome c 의 방출을 유도한  결과 neuroblastoma 세포로부
터 미토콘드리아의  분리에 작용하는 것을 확인하였다(42). 
  Arsenic trioxide(As2O3)의 유해성은 오랜 동안 알려져 있어서 과량의 
arsenic trioxide가 체내에 흡입되면 매우 치명적인 결과를 나타내는 것으
로 알려져 있는데, arsenic trioxide에 지속적으로 노출되면 신경계장애와 
간질환, 말초혈관질환등을 유발하며, 종양발생의 위험을 현저히 증가시킨
다(43). 그러나 미량의 arsenic trioxide는 동양 의학에서 전통적인 치료제
로도 사용되어 왔다(44).  최근연구에 의하면 혈중내 저농도의 arsenic 
trioxide (As2O3)는 acute promyelocytic leukemia(APL)의 치료에 효과적
인 것으로 밝혀졌다(45). 이 화합물은 APL 치료에 쓰이는 다른 모든 
trans retinoic acid나 화학치료제에 내성을 보이는 환자들에도 효과가 있
는 것으로 판명되었다(46). APL이란 chromosome 15번의 promyelocytic 
leukemia(PML) gene과 chromosome 17번의 RARα gene이 융합되는 작
용으로 PML-RARα chimeric protein을 발현되어 나타나는데, Asenic 
trioxde는 이런 단백질 파괴와 관련이 있는 것으로 생각되고 있다(47). 최
근 밝혀진 바에 의하면, 1 μM 의 arsenic trioxde는 APL 뿐만아니라,  
PML/RARα 와 관련성이 없는 다른 암들 예를 들면, esophageal 
carcinoma, neuroblastoma, cervical carcinoma, prostate carcinoma, 
ovarian carcinoma 등에서도 apoptosis를 유발하는 것으로 알려져있다 
(48,49).
  Arsenic trioxde는 언급한대로 chronic myelogenous leukemia(CML)뿐 
아니라 acute myelogenous leukemia(AML)의 치료에 있어서도 좋은 효과
를 보인다고 알려져 있는데 이러한 leukemia 이외에도 다양한 기전을 통
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해 고형암 세포에서 apoptosis를 일으킨다고 한다(50). Arsenic trioxde에 
의한 apoptosis의 유도는 caspase-3 활성과 reduced glutathione(GSH)의 
양과 반비례한다(51). 최근에 arsenic trioxide가 SW480, DLD-1, 
COLO201 등의 대장암 세포주에서도 농도에 따라서 세포의 성장을 억제
한다는 보고가 있다(52).   비교적 낮은 농도인 2 uM arsenic trioxide을 
처리한 SW480 세포에서 apoptosis가 일어났을 뿐 아니라 anti-apoptotic 
단백질인 Bcl-2의 과발현이 나타난 apoptosis를 유도하였다 (53). 이런 보
고는 한약제에 자주 첨가되어 전통적으로 사용되거나 최근에 leukemia에 
특이적인 치료 효과를 나타낸다고 알려진 arsenic trioxide가 대장암에도 
특이적으로 항암 효과를 나타낼 수 있다는 사실을 시사하기도 하지만 
apoptosis의 실제적인 실행자인 caspase 활성 외에 어떠한 기전으로 대장
암세포를 억제하는지 알려져 있지 않다 (54). 
  몇몇 연구결과에 의하면 arsenic trioxde는 mitochondriotoxic 약제라는 
가능성이 제시되고 있는데 초기에 transmembrane potential 균형을 깨뜨
려 미토콘드리아로부터 cytochrome C의 방출을 유도하는 것으로 여겨지
고 있다(54). Arsenic trioxide는 미토콘드리아에 작용하여  pro-apoptotic 
factor인 caspase를 활성화시켜 미토콘드리아의 직접적인 apoptosis를 유
발하는 것으로 추측된다(55). 또한 APL cell line인 NB4에 대하여 실험한 
결과 arsenic trioxide는 미토콘드리아 membrane에 있는 Bcl2의 발현을 
억제하여 apoptosis를 일으키는 것으로 알려졌다(56). 그러나 이 화합물은 
수많은 단백질이 가지고 있는 SH-group과 친화성을 나타내기 때문에 정
상 세포들에도 치명적인 결과를 나타낸다(57). 나아가 arsenic trioxide는 
다양한 cellular process를 방해하는데, 예를 들면 세포 주기 progression, 
DNA repair, tubulin polymerization, 활성 산소물들의 합성, oncogene의 
발현과 활성화와도 관련이 있다(43,58-61). 
- 7 -
  최근 항암제에 내성을 나타내는 종양에 대하여 효과적인 항암작용을 나
타낼 수있도록 다양한 항암제를 적절하게 조합하여 복합처방하는 연구가 
진행중이다 (62,63). 서로 다른 target을 갖는 여러 종류의 항암제를 병행 
사용함으로써 부가적 또는 상승 작용을 기대하는 연구들이 진행 중이다 
(64,65). 또한 비슷한 작용 기전을 갖는 약제들의 복합 처방에 의한 치료 
효과에 대해서도 연구 중이다. 이러한 연구의 진행시 고려해야 할 사항들
은 직접적인 apoptosis 발생기전 뿐만 아니라 cell type에 따라 다양하게 
존재하는 소기관들을 규명해야 하며, 복합 처방의 효과는 약제 내성, 농
도, 투여 계획 등도 고려해야 할 사항이다(66-68). 좋은 예로서 taxol과 
상용되고 있는 항암제들과의 복합 처방이 나타내는 치료 효과에 관해 임
상에서 실험 중이며, 신규 항암제 후보 물질들 (P-glycoprotein inhibitor, 
trastuzumab, angiogenesis inhibitor, EGF receptor-associated tyrosine 
kinase, polyamine analog, lonidamine)과의 조합에 관한 연구도 진행 중
이다(69,70). arsenic trioxide와 ATRA(all trans-retinoic acid)의 복합처방
은 APL에 치료 효과 나타내는 것으로 판명되었으며, 이러한 사실은 이 
두 물질이  상승 작용을 나타낸다는  가능성이 제시되었다(71.72). 최근 
arsenic trioxide과 ascorbic acid, idarubicin과의 상승 작용이 증명 되었으
며, cisplatin, adriamycin, etoposide 등과 복합처방시에도 효과적인 항암
작용을 나타낼 수 있음이 밝혀졌다(52,73,74).
  이 연구는 arsenic trioxide와 taxol이 고형암의 한 종류인 대장암에 대
하여  항암 작용을 나타내는지, 그리고 항암 작용을 나타냈다면 각 약제
의 적절한 항암 작용 농도를 조사해보고, 또한 두 약제를 복합 처방하였
을때  대장암 에 서로 상승 작용으로 치료 효과를 나타내는지 또는 서로 
길항 작용을 나타내는 저해제로 작용하는지를 연구목표로 하였다.   따라
서 연구자는 대장암 세포주인 HT29 세포에 taxol과 arsenic trioxide를 각
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각 처리하고, 또한 복합 처리하여 약제 처리된 세포주에서 apoptosis가 유
발되었는지의 여부를 flow cytometry를 이용한  세포 주기, 세포독성, 
DNA fragmentation, immunofluoresence microscope 검사를 통해 확인하
였다.
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제 I-2 장   재 료  및  방 법
Flow cytometry에 의한 세포 주기분석
  HT29세포에 대하여 arsenic trioxide(Sigma Co., St. Louis, MO.,USA)
와 taxol을 다양한 농도별, 배양 시간별로 구분 각각 처리하고,  그리고 
두 약제를 조합하여 시간별로 처리한 후에,  HT29세포를 집적한 하여 
70% 에탄올로 고정하고 분석 전까지 -20℃에 보관하였다. 분석을 위해 
보관했던 세포를 PBS로 2회 세척한 후에  최종 세포수가 1×104 cells/㎖ 
정도 되도록 조정한  세포 부유액을 50 ㎕를 취하여 12.5 ㎍의 RNAse가 
첨가된 sodium citrate buffer(pH 8.4) 250 ㎕와 혼합하여 37℃에서 30분
간 정치하였다. 또한 세포의 DNA의 염색을 위해 50 ㎍/㎖로 농도를 조절
한 propidium iodide (Becton Dickson Co., San Jose, CA, USA) 250 ㎕
를 첨가하여 염색하였다. 염색한 세포들을 FACScan flow cytometer 
(Becton Dickinson Co., San Jose, CA, USA)를 사용하여 세포 주기를 분
석을 하였다. 세포주기의 Go/G1, S, G2/M phases를 기기에 내장된 RFIT 
program으로 측정하였다.
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세포질 및 핵분리
   5×106 cells/㎖로 조절한 세포를  24시간 배양시킨 후 아무것도 처리
하지 않은 대조군과, 50 nM taxol로 10분, 30분, 60분과 120분 간격으로 
처리한 실험군을 PBS로 세척한 후 scraper로 긁어 모았다. 이것을 4℃에
서 8000 rpm으로 5분간 원심분리하여 상층제거 후 200 ㎕의 cytosolic 
buffer ( 10 mM HEPE pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% 
Triton X-100, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 1 mM NaF, 1 mM Na3VO4)
를 첨가하여 얼음 속에서 10분 방치시킨 다음, 4℃에서 14000 rpm으로 5
분간 원심분리하여 상층액만을 세포질 분획으로 얻었다. Pellet에는 100 
㎕의 nucleus buffer ( 10 mM Tris pH 7.5, 400 mM NaCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.5% Triton X-100, 1 mM PMSF, 1 mM DTT, 1 mM NaF, 1 
mM Na3VO4)를 첨가하여 얼음위에 30분 방치시킨 다음, 4℃에서 14000 
rpm으로 5분간 원심분리하여 상층액만을 핵 분획용으로 취하였다.
  핵분획은 세포질 내 효소인 lactate dehydrogenase의 활성도를 측정하
여 세포질 분획 효소 활성도에 대한 핵 분획 효소 활성도를 퍼센트로 환
산했을 때 10%이하의 분획만을 취한다.
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단백질 정량
  단백질 정량은 bovine serum albumin (Sigma, St. Louis, MO, USA)을 
표준액으로 하여 Bradford assay solution (100 ㎎/L Coomassie Brilliant 
Blue G-250, 50 ㎖/L 95% 에탄올, 100 ㎖/L 85% phosphoric acid) 1 ㎖
에 시료를 5 ㎕를 넣고, 0.15 M NaCl을 95 ㎕를 첨가하여 
spectrophometer로 595 nm에서 측정하여 단백질 양과 흡광도 간의 관계
식을 구하였다. 분리한 검사시료의 5 ㎕의 흡광도를 측정한 후 관계식을 
이용하여 단백질 양을 산출한 후에 모든 검사시료의 단백질 양이 동량이 
되게 조절 하였다.
세포 배양과 in vitro 세포독성 검사
  세포의 배양과 세포 독성 실험을 위하여 Human colon cancer세포주인 
HT29세포를 열처리 비활성 fetal bovine serum ( Gibco BRL, Grand 
Island, USA) 10%가 첨가된 RPMI 1640 배지(Gibco BRL, Grand Island, 
USA)에 유지하였다. 지수증식기의 세포를 1×105 cells/㎖이 되도록 희석
한 후에 37℃의  5% CO2 항온 항습 조건의 배양기(National appliance 
Co., Portland, OR, USA)에서 증식 시켰다. 약제의 세포 독성능 실험은 
microculture tetrazolium방법으로 실시하였는데  RPMI 1640 배지에 세포
수가 1×104 cells/㎖이 되도록 희석한 후에 세포 희석액 100 ㎕씩 96 
well microculture plate (Nunc, Denmark)의 각 well에 분주 후 약제를 
농도별로 첨가하여 상기와 같은 조건으로 24시간 배양 후, 50 ㎕의 
MTT(1 ㎎/㎖)를 well에 첨가하고 4시간 추가 배양 후 흡입하여 배지를 
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완전히 제거하였다. 배양된 세포를 PBS buffer로 세척 후 150 ㎕의 
DMSO를 각 well에 분주하여 formazan이 잘 용해 되도록 하였고, EIA용 
spectrophotometer (RADIM, Rome, Italy)를 이용하여 540 nm파장에서 
흡광도를 측정하였는데, 대조군의 흡광도에 대한 실험군의 흡광도를 % 
survival로 환산하여 세포의 증식을 50% 억제 할 수 있는 농도(IC50 
value)를 기준으로 하였다.   
DNA fragmentation analysis
1. DNA 추출
  24시간 약제 처리한 세포 부유액(5×106 cells/ml)을 세척용액( 50 mM 
Tris-HCl, pH 8.0, 100 mM NaCl )으로 2회 세척한 후에 500 ㎕의 lysis 
buffer (1% Triton X-100, 50 mM Tris-HCl pH 7.4, 20 mM EDTA)를 
넣고 잘 섞은 후에 1시간 동안 얼음에 정치한 후 냉장온도의 1000×g에
서 10분간 원침한다. 상층액을 새로운 microcentrifuge tube에 옮기고 1%  
SDS 100 ㎕, TE/RNAse(RNAse 10 ㎎/㎖ in 10 mM Tris-HCl, pH 7.5 , 
15 mM NaCl) 10 ㎕, ㎖당 1 ㎎의 농도로 희석된 proteinase K ( Sigma, 
St.Louis, MO, USA)를 50 ㎕ 첨가하여 37℃에서 4시간 반응 시킨 후,  
phenol/chloroform/isoamylalchol (25:24:1의 비율)을 동량 첨가 후 잘 섞
고 10000 g에서 5분간 원침 하여 상층액을 옮기고 1 ㎖의 100% 에탄올을 
첨가 후 -70℃에서 DNA를 침전한 후 70% 에탄올로 세척 후 건조하여 
에탄올을 제거한 후에  TE buffer(10 mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 
8.0) 20 ㎕을 넣어 DNA를 재부유 시켰다.
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2. Electrophoresis
  추출한 DNA 20 ㎕를 1.8% agarose gel에 loading하여 50 V 전류에서 
2시간 전기영동 후에  ethidium bromide로 염색하고 UV DNA image 
visualizer(Seolin Scienfic corp., Seoul, Korea) 위에 놓고 DNA ladder를 
확인하였다.
Immunofluorescence Analysis
  Apoptosis시에 히스톤 단백질의 핵내 위치변화를 관찰하기 위해서 
anti-nuclear antibody(ANA) 검사 kit(Bio-Rad, Redmond, WA,USA)를 
이용한 면역형광검사(Immunofluorescence assay, 이하 IF)를 시행하였는
데 HT29 세포에 50 nM의 taxol과 10 μM의 arsenic trioxide를 각각 처
리한 세포와 50 nM의 taxol에 10 μM의 arsenic trioxde를 혼합 처리한 
세포, 그리고 약제를 처리하지 않은 대조세포를 48시간 배양 후에 항원기
질 로 사용하였다. substrate slide는 1× 104 cells/㎖ 로 조정한 세포 부
유액을 slide에 wax pen으로 그려 만든 well에 20㎕씩 분주한후 냉장고에
서 24시간 건조하였다. 검사 시작 전에 100% 에탄올로 고정하였다. ANA
검사에서 homogeneus pattern을 보인 양성 혈청을 각 well에 25 ㎕씩 분
주하고 moisture chamber에서 30분간 반응 후에 PBS buffer로 5분간 수
세하였다. 가볍게 건조한 후에 검사 kit내에 삽입된 universal FITC  
conjugated secondary Ab (fluorescein conjugated anti-human IgG)를 1 
drop(약 25 ㎕)씩 각 well에 가한후 30분간 같은 조건으로 반응 시킨후 
봉입하여  Immunofluorescein microscope (Olympus, Tokyo,  Japan)를 
이용하여 400×와 1000×배율에서 검경하였다.
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제 I-3 장   결   과
Flow cytometry에 의한 세포주기 분석
  HT29 세포주에 대한 arsenic trioxide와 taxol, 그리고 두 약제의  혼용 
처리가 세포의 성장과 분화의 억제 에 영향을 나타내는지 알아 보기위하
여 flow cytometry 분석방법으로 세포주기의 분포를  분석한 결과는 다
음과 같다. 약제를 처리하지않고  시간에 따른 조건별로 배양된 세포주에
서의 결과는 별 다른 상이점이 없이 정상의 세포주기 분포를 나타냈다( 
Figire I-1). 일정하게 50 nM의 taxol을 시간별로 구분 처리한 세포의 분
석의 결과는 처리 시간이 길어질 수록 G2/M phase 세포의 분포가 점차 
상승되었다(Figure I-2). 일정하게 10 μM의 arsenic trioxide를 시간별로 
구분 처리한 세포의 분석 결과는 24시간 후부터 G2/M Phase 세포의 분
포가 약간 상승 되었지만 시간에따른 차이점은 미미하게 나타났다(Figure 
I-3). 50 nM의 taxol과 5 μM의 arsenic trioxde를 복합하여 같은 농도로 
시간을 구분 처리한 세포의 분석 결과는 정상세포에서의 결과와 유사하게 
G2/M phase세포의 분포가 나타났다(Figure I-4). Taxol의 농도를 달리하
여  48시간 처리한 세포의 분석 결과는 50 nM에서부터 G2/M phase 세포
의 분포가 증가하여 200 nM까지 급격한 증가 양상을 보였으나 200 nM 
이상에서는 증가의 양상이 둔화되어 편평성을 나타내었다(Figure I-5). 
Arsenic trioxde의 농도를 달리하여 48시간 처리한  세포의 분석결과는 
농도가 증가 할수록 G2/M phase 세포의 분포가 점진적으로 증가하는 것
으로 나타났다(Figure I-6).
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Figure I-1. Flow cytometry analysis of HT29 cells untreated with 
anticancer agent. The cells were incubated for the indicated times without 
anticancer drug.
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Figure I-2. Flow cytometry analysis of HT29 cells treated with taxol. 
The cells were treated with 50 nM of taxol for the indicated times.
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Figure I-3. Flow cytometry analysis of HT29 cells treated with arsenic 
trioxide. The cells were treated with 10 μM of arsenic trioxide for the 
indicated times.
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Figure I-4. Flow cytometry analysis of HT-29 cells treated with 
taxol and arsenic trioxide. The cells were treated with 50nM of taxol 
and 5μM arsenic trioxide for the indicated times.
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Figure I-5. Flow cytometry analysis of HT29 cells treated with taxol.
The cells were incubated with the indicated concentrations of taxol for 
48hrs, and DNA content was measured by flow cytometry.
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Figure I-6. Flow cytometry analysis of HT29 cells treated with arsenic 
trioxide. The cells were treated with the indicated concentrations for 
48hrs, and DNA content was measured by flow cytometry.
- 21 -
Cytotoxicity test
   Human colon cancer 세포주인 HT29 세포에 arsenic trioxide와 taxol
를 농도별로 처리하여 24시간 배양한 후 세포독성능을 살펴본 결과, 농도
가 높아질수록 약제의 세포에 대한 성장 억제 효과는 상승되었다. 세포에 
대한 약제의 독성능의 결과는 IC50 값으로  나타내는데  본 실험에서 
HT29 세포에 대한 arsenic trioxide의 IC50 값은 30 μM로 나타났고
(FigureI-7), taxol의 IC50 값은 16 nM로 나타났다(Figure I-8). 
  또한 10 nM taxol을 처리하고 여기에 arsenic trioxide를 농도별로 처리
한 실험의 결과에서 약제의 세포에 대한 성장 억제 효과는 arsenic 
trioxide를 단독으로 처리했을 때보다 낮게 나타났다.  즉 두 약제를 동시
에 처리 했을때 arsenic trioxide의  IC50 값은 60 μM 이상으로 나타났다
(Figure I-9)
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Figure I-7. Cytotoxicity effect of arsenic trioxide in 
HT29 cells. The cells were treated with the indicated 
concentration of arsenic trioxide for 24hrs. IC50 value=30 μ
M
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Figure I-8. Cytotoxicity effect of taxol in HT29 cells. 
The cells were treated with the indicated concentration of 
taxol for 24hrs. IC50 value = 16 nM
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Figure I-9. Cytotoxicity effect of arsenic trioxide and 
taxol in HT29 cells. The cells were treated either with 
the indicated amount of arsenic trioxide only 10 nM of 
taxol.
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DNA fragmentation analysis
  HT29 세포에 대한 arsenic trioxide와 taxol의 apoptosis 유도 여부를 
확인하고자 세포에대해 arsenic trioxide를 10 μM, 20 μM, 30 μM의 농
도로 처리하고, taxol을 50 nM, 100 nM, 200 nM, 400 nM의 농도로 처리
하여 gel electophoresis를 실시하여  DNA 분절을 확인한 결과 arsenic 
trioxide 처리 세포에서는 DNA ladder가 20 μM과 30 μM 농도에서 확
인되었으며(Figure I-10), taxol 처리 세포에서는 DNA ladder가 100 nM, 
200 nM, 400 nM에서 확인 되었다(Figure I-11). 
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Figure I-10. Induction of DNA fragmentation in 
HT-29 cells teated with arsenic trioxide. lane 
M, DNA marker ; lane 1, control ; lane 2. 10μM 
arsenic trioxie; lane 3, 20 μM arsenic trioxide ; 
lane 4, 30 μM  arsenic trioxide.
- 27 -
Figure I-11. Induction of DNA fragmentation in 
taxol-treated HT29 cells. lane M, DNA marker ; 
lane 1, control ; lane 2, 50 nM taxol ; lane 3, 100 
nM taxol ; lane 4, 200 nM taxol ; lane 5, 400 nM 
taxol.
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형광면역검사법
 HT29 cell에 대한 IF 검사 결과는 약제를 처리하지 않은 control cell에
서는 핵 전체에 FITC 형광이 고르게 염색되는 homogeneous pattern 을 
나타냈다(Figure I-12, A).  Taxol을 처리한 세포는 핵막 가장자리에서 
형광이 많이 나타나는 rim pattern을 보였고(Figure I-12, B), 어떤 세포
는 형광염색이 부분적으로만 강하게 나타나는 불규칙한 형광 염색상을 보
였다(Figure I-12, D). Arsenic trioxde를 처리한 세포의 결과에서도 핵주
변부에 강한 형광염색상을 나타나는 peripheral pattern을 나타냈다
(Figure I-12, E). 그러나 arsenic trioxide와 taxol을 함께 처리한 세포에
서의 결과는 약제를 처리 하지 않은 control cell의 결과와 같은 
homogeneous pattern을 나타냈다(Figure I-12, C).
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Figure I-12  Immunofluorescent analysis of nuclear 
condensations. The cells were treated with taxol(B,D), arsenic 
trioxide(E), taxol and arsenic trioxde(C), and untreated control 
cell(A)
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제 I-4장   고   찰
  최근 apoptosis의  signal pathway가 세포 주기의 억제와 관련이 있다
는 사실이 보고되었다(100). 이미 여러 편의 보고를 통해 여러 종류의 암
세포에 대하여 항암제로서 효과가 증명된(13-16) taxol과 arsenic trioxide
가 고형암인 대장암의 세포주 중에서  HT29세포주에 각각 어떠한 항암
효과를 나타내는지, 그리고 두 약제를   혼용 처리하였을 때 HT29 세포
의 성장과 분화에 어떠한 끼치는 영향을 끼치는지를  알아 보기 위하여  
실험을 실시하였다. 
  여러가지 실험의 결과 중에서 flow cytometry를 이용한 세포주기의 분
포를 분석한 결과는  각 각 약제를 처리한 조건에따라  각기 다른 양상으
로 나타났다. 두 약제 모두 농도가 진할수록 G2/M phase 세포의 분포가 
점차 상승되었지만 일정 농도 이상에서는 증가의 양상이 둔화되어  나타
났고, 또한 처리 시간이 길수록 G2/M phase 세포의 분포가 증가되는 것
으로 나타났지만, 72시간에서는 과량의 파괴 세포의 파편들로 인하여 분
석에 오히려 방해가되는 양상으로 나타났다. 그 이유는 약제에 의한 
apoptosis의 유발이 직접적인 원인이겠지만 배지내의 영양 성분 고갈이 
세포의 파괴에 간접적인 영향을 끼친 것으로 생각된다.   G2/M phase 세
포의 분포가  증가하는 양상은  arsenic trioxide를 처리한 세포에서 보다
taxol을 처리한 세포에서 현저한 증가를 나타냈다. Taxol과 arsenic 
trioxide를  동시에 복합 처리한 경우에는 배양시간의 차이에도 불구하고 
G2/M phase 세포의 분포가 약제를 처리하지 않은 세포의 G2/M phase분
포와 유사하게 정상적으로 나타났다. 이상의 결과에서 알 수 있듯이 taxol 
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과 arsenic trioxide는 처리약제의 농도가 높아질수록, 처리시간이 길어 질
수록 세포 주기 중의 G2/M phase세포의 분포를 증가 되는 것이 관찰되
었다. 이러한 결과들은 taxol과 arsenic trioxde가 세포 주기의 G2/M 
phase arrerst를 통하여 HT29세포에 apoptosis를 유발했음을 시사한다. 
이것은  taxol이 microtubule에  관여하여 apoptosis를 유발하는 항암 작
용을 확인하는 것이다(7-11,115). 그러나 두 약제를 혼용하여 동시에 처리 
한 세포의 분석 결과 G2/M phase 세포의 분포가 약제를 처리 하지않은 
정상적인 HT29세포의 G2/M phase의 분포와 유사하게 정상적인 분포를 
보였으므로 두 약제는 HT29세포주에서 서로 길항 작용을 나타냈다고 여
겨진다.  또  HT29 세포에 arsenic trioxide와 taxol를 농도별로 각각 처
리하여 세포독성능을 살펴본 결과 두 약제가 모두 세포의 성장 억제 효과
를 나타냈다. 그러나 두약제를 혼합하여 처리한 경우의 세포에 대한  실
험의 결과에서 세포의 성장 억제 효과는 taxol 또는 arsenic trioxide를 단
독으로 처리했을 때보다 낮게 나타났다. 이러한 결과는 flow cytometry의 
결과에서 나타난 arsenic trioxde와 taxol의 antagonism의 작용을 확인 할 
수 있게한다. Apoptosis의 biochemical hallmarker인 DNA fragmetation실
험 결과 각각 처리된 taxol과 arssenic trioxide 모두에서 DNA ladder가 
관찰 되었는데 이러한 결과는 두 약제가 HT29세포에 apoptosis를 유발 
시키는 항암효과를 나타냈음을 시사한다.   IF 검사 결과 약제처리하지 
않은 control cell에서는  FITC 형광 염색상이  homogeneus pattern을 나
타냈지만 약제 처리한 세포는 핵막 가장자리에서 형광이 많이 나타나는 
rim pattern을 보였다.  이것은 taxol과 arsenic trioxide에 의해 apoptosis
가 유발되고 apoptosis의 과정으로 chromatin이 condensing되는데 
chromatin을 구성하는 성분의 하나인 히스톤 단백이 함께 이동함에 따라 
염색pattern이 변화한 것이다, 즉 정상인 경우에는 염색상이 핵 전체에 고
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르게 나타나지만 apoptosis가 진행됨에따라 chromatin이 핵막의 주변부로 
이동하여 condensing 됨으로써 peripheral pattern의 형광염색상을 나타낸 
것으로 판단된다.
  최근 서로 다른 target을 갖는 여러 종류의 항암제를 병행함으로써 부
가적 또는 상승작용을 기대하는 연구들이 진행 중이다. 또한 비슷한 
mechanism을 갖는 약제들의 복합처방에 대한 효과에 대해서도 연구 중
이다(62). 이러한 연구의 진행시 고려해야 할 사항들은 직접적인 
apoptosis mechanism 뿐만 아니라 cell type에 따라 다양하게 존재하는 
소기관들을 규명해야 하며, 복합처방의 효과는 약제 내성, 농도, 투여 계
획 등도 고려해야 할 사항이다. Taxol과 상용되고 있는 항암제들과의 복
합 처방에 관한 효과를 임상에서 실험 중이며, 신규 항암제 후보 물질들
과의 연구도 진행 중이다(63). 
  이상의 결과로 보아 두 약제의 HT29세포에 대한 효능은 각 각 독립적
으로 사용할 때에 강한 세포 독성과 함께 상승하는 것으로 나타났다. 
HT29세포주에 두 약제를 혼용 하였을때에는 arsenic trioxide가 taxol에대
하여 길항 작용을 나타냈는데 이러한 결과는 두 가지 의미를 가지고 있다 
즉 두 약제의 혼용이 HT29세포에 낮은 효능을 나타내는 부정적 측면과 
그러한 측면 이외에  긍정적인 측면은 arsenic trioxide에 의해 taxol의 독
성을 완화 되면서도 동시에 효과적인 치료 효능을 발휘 할 수 있을 가능
성에 대하여 지속적인 연구가 이루어져야 할 것이다.
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Chapter II
HT29세포의 multicellular spheroid 세포 배양
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제 II-1장   서   론
  오랫동안 합성 유도체 또는 천연 물질들의 선발을 통해 유용한 항암제
를 발견해왔다. 요즈음은 진전된 상태의  종양들은 대부분 화학적 치료요
법에 의한 치료가 불가능하기 때문에 새로운 항암제의 개발이 암과의 대
결에서 중요한 역할이 되었다. 실험실적 항암제 감수성 실험은 무작위 선
별 방법과 알려진 항암제를 적절하게 조합하여 실시하는 병용 실험의 두 
가지 측면으로 실시되고 있다. 1985년까지 미국 국립 암연구소(National 
Cancer Inatitute, NCI)에서 일차적 항암제 선별에  L1210 과 P388 
murine leukemia모델을 이용한 in vivo 실험 방법을 적용해왔다(75,76). 
이들 system의 가장 중요한 결점은 이러한 실험으로 선택된 약제들이  
leukemia와  lymphoma와 같은 혈액종양에는 탁월한 임상적 활성을 나타
냈지만, 폐종양이나 대장암, 유선종과 같은 고형암의  종류에서는 아주 미
미하거나 거의 활성을 나타내지 않았다. 이러한 단점을 극복하기 위해  
NCI에서는 질환의 유형에 맞춘 새로운 in vitro 방법을 암에 대한 약제 
선별에 적용하기 시작하였다. 그리하여 폐종양, 대장암, 유방암, 전립선암, 
난소암, 신장암, 뇌종양 등에서 유래한 60가지 세포주  pannel 이 새로운 
항암제의 발견에 사용되고있다(75). 이러한 system의 궁극적인 목표는 여
러 가지 세포주를 사용하여 각각의 다른 약제를 적용함으로써  특이적인 
세포주에 특이적인 항암 활성을 나타내는 새로운 약제를 발견하려는 것이
다. 이러한 system 의 많은 경제적 장점들은 실험을 자동화하고 실험 동
물의 사용을 피하는데 있었다.
 그러나 고형암에 대해 실시한 이러한  system의 결과들은 항상성을 나
타내지 않았다. 실제적으로  체외  monolayer 세포 배양 방법에서 세포의 
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성장 생리와 세포간의 연결이 유사하게 나타났더라도, 배양세포는 이차원
적 구조이고 결코 고형암의 3차원적 구조가 아니다. 더 나아가 monolayer 
배양은 종양조직이 가지고 있는 특유의 구조와 이질적인 성질을 흉내 낼 
수 없다. 따라서 이러한 점들은  화학요법과 방사선치료의  효과에 영향
을 줄 수 있는 산소분압, 세포밖의 pH, 영양물질, 대사물질 등 몇 가지 인
자들이 고려되는 허혈상태의 고형암과 같은 특수한 경우에 약제들을 체내
에서 실험 할 때와 같은 올바른 효과에 대한 예측을 기대 할 수 없다
(77-82).
  그래서 세포의 monolayer를 가지고 실시한 실험의  이러한 단점을 극
복하기 위하여 collagen-gel 배양, mesh-supported organoid배양
(histoculture), multicellular spheroid  배양 등과 같은 종양의 3차원적 특
성을 나타내는 몇 가지 실험적 세포 배양 model이 개발 되었다. 이러한 
세포 배양 model들은 종양의 조건과 유사하고 고형 종양을 치료하기 위
한 약제의 동정에 중요한 기초를 형성 할 것이다(83). Collagen-gel에 세
포 현탁액을 포매시키는 collagen-gel 배양법과  cellulose  또는 collagen  
이 포함된 sponge matrix에 세포를 포매시켜 배양하는 histoculture 배양
법이지만 앞의 두 방법과는 달리  multicellular spheroid 배양법은  세포
를 matrix에 포매 시키는 방법이 아니다(84-86). 삼차원적으로 집합되어 
얻어진 세포들이 일정한 spining 운동을 유지하는데,  이러한 형태의  
spheroid 는  주변부가 존재하는 바깥쪽과 활동적인 증식 세포들과 괴사
영역이 포함된 내부영역과 같이 증식과 대사의 차이가 나는 다른 세포들
이 포함될 수 있다(87,88)
  위에서 설명한  삼차원적인 형태의 세포들은 monolayer 세포보다 항암
제에 더 높은 저항성을 나타낸다(89). 그러므로   human solid tumors의 
생물학적, 생화학적 특성을 규명하기 위한 방법으로 유용하다(90). 
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Collagen-gel matrix culture법 과 histoculture법, 그리고 spheroid법은 
human solid malignancies의 연구에 독특한 기회를 제공한다(91,92). 그러
나 이러한 방법들이 훌륭한 방법이지만 이러한 방법들은 배양에 있어 많
은 기술과 시간이 소모되는 결정적 단점을 가지고 있다. 이런 이유로 이 
방법들이 일반적인 선별 방법으로 사용되어질 수 없었다(93). 그러나 특이
한 연구의 목적을 위해서 또는 이차적 선별의 모델로서는 제한적으로 사
용되고 있다. 특히 spheroid는 약제의 선별과 배양조건을 검색하기 위한  
model로서 널리 사용되고 있다. 따라서 이 방법은 항암제의 선별방법으로 
향후에도 계속 발전시켜나가야 한다(94). 
  본 연구에서는  Chapter I에서 실시한 HT29 monolayer cell에 대한 항
암제 처리에 의한 apoptosis  유발 실험의 결과와 비교하기 위하여 HT29
세포주의 spheroid를 형성하여 그 것의 형태를 전자현미경 검사를 통해 
분석하고  monolayer cell에서 실시한 것과 같이 taxol을 처리하여  
apoptosis의 유발 여부를  분석하고자 한다.  이 실험의 주된 목표는 고형
암에 대한 항암제의 유용성 시험을 위한 재료의 model로서  HT29세포주
의 spheroid 형성하는데 주안점을 두었다. 
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제 II-2 장   재 료  및  방 법
HT29 세포에서의 spheroid 형성
  Tumor microregion의 생물학적 특성에 대한 연구는 tumor의 
intervascular microregion이나 micrometastasis를 모방하는 three- 
dimentional multicellular spheroid의 형태로 cancer cells을 배양하는 방
법이 사용된다. 본 실험에서는 일반적으로 고형암의 tissue 특징을  in 
vitro에서 관찰하기 위해 HT29 세포의 spheroid 형성을 시도 하였는데,   
PBS에  녹인 1% agarose를  48 well 미세 평판에 넣은 후 10% FBS를 
함유한 RPMI 1640 media에 1×106cells/㎖로 희석한 HT29 human 
colorectal cancer cells을 각각의 well에 100㎕씩 seeding 하였다.  3일간
의 배양 기간 중에 세포들이 더 잘 붙게 하기 위해서 dancing shaker(Jeil 
science, Seoul, Korea)를 이용하여 40 rpm으로 매일 30 분정도 돌려주었
다. 
Monolayer와 multilayer(spheroid) 형태의 HT29 세포에 
대한 taxol의 세포독성능
  HT29세포에서 나타나는 세포 독성능을 측정하기 전에, 먼저 MTT법의 
안정성 및 생존 세포수를 잘 반영하는지 알아보기 위해 이미 알고 있는 
세포수와 측정된 흡광도 사이의 관계를 확인하였다. Tryphan blue 
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exclusion법을 통해 확인된 생존 세포들을 96 well 미세 배양판에 1.25×
104, 2.5 ×104, 5 ×104, 1 ×105, 2 ×105, 4 ×105 cells/well을 분주한 뒤, 
MTT법을 실시하여 흡광도를 측정하였다. 측정 범위 내에서는 정비례 관
계를 나타내어, 생존 세포수가 잘 반영됨을 알 수 있었다. 이러한 실험 결
과를 토대로 1 ×104개가 분주된 96 well 미세 배양판에 taxol을 농도별로 
처리한 후 48시간이 경과한 뒤에 MTT법을 실시하여 540 nm에서 흡광도
를 측정하고 이를 % survival로 환산하여 나타냈다.  
세포 파쇄액 준비
   5×106 cells/㎖ 농도의 HT29 spheroid에 아무것도 처리하지 않은 상
태로 배양시킨 대조군과 100 nM의 taxol을 10분, 20분, 30분, 60분, 120분 
시간 별로 다르게 처리한 세포 시료를  냉장 보관했던 PBS로 2회 세척한 
뒤 extraction buffer (20 mM Tris-HCl pH 7.5, 5 mM EGTA, 50 mM 
β-glycerophospate, 0.5% Triton X-100, 6 mM DTT, 1 mM Sodium 
orthovanadate, 1 mM PMSF)를 1ml씩 첨가하여 얼음에 30분 방치한다. 
Dounce-homogenizer로 10번 파쇄한 후, 12,000×g, 10분, 4℃에서 원심분
리를 한 후 상층액을 실험에 사용했다. 
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Western blot analysis 
  분리한 검사시료 18 ㎕에  buffer(0.25 M Tri-HCl pH 6.8, 8% SDS, 
40% glycerol, 20% β-mercapto에탄올) 6 ㎕를 첨가한 후 95℃에서 5분
간 가열하였다. 그리고 나서 4% stacking gel 과 10% separating gel 상
에서 검사시료 loading 후 100 V로 2시간 30분 동안 전기영동 하였다.
 전기영동이 끝난 gel을 blotting kit (Bio-Rad Laboratories Co., 
Redmond,WA, USA)를 이용하여 transfer buffer (25 mM Tris, 192 mM 
glycine, 0.01% SDS, 20% 메탄올, pH 8.3)를 사용하여 220 mA, 1시간 30
분간 blotting을 진행시켜 0.45 μm의 pore size를 갖고 있는 
nitrocellulose paper에 옮긴 후 nitrocellulose paper를 Ponceau S로 염색
하여 확인하였다. 증류수로 세척 후 blocking 용액 (10% skim milk in 
TBST)으로 실온에서 2시간 이상 반응시킨 다음 TBST buffer (10 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.1% Tween-20)로 5분간 3회 세척하
였다. 세포질 분획 내에서의 ERK 1/2 활성 확인과 활성화된 ERK 1/2가 
핵 내로의 이동되었는지를 확인하기 위해 TBS 용액에 1:1000배 희석한 
anti-phospho-ERK 1/2 항체, anti-ERK 1/2 (New England Biolab, 
Beverly, MA, USA)와 caspase 활성을 보기위해 anti-caspase 3 (New 
England Biolab, USA)와 NFｋB의 활성화를 보기위해 세포질분획과 핵분
획 각각에 anti-NF k B 항체(Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 
CA, USA)를 실온에서 1시간 처리하였다. 다음으로 TBST 용액으로 10분
간 3회 세척하고 TBS 용액에 1:1000배 희석한 horseradish 
peroxidase(HRP) conjugated anti-mouse IgG 항체(New England Biolab, 
USA) 또는 anti-rabbit IgG 항체 (New England Biolab,  USA)를 처리
하여 실온에서 1시간 반응시킨 후 TBST 용액으로 10분간 3회 세척하였
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다. 결과를 확인하기 위해 Chemiluminescence 기질액인 sloution I 과 
solution II (Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge, UK)를 동량 섞어 
nitrocellulose paper에 1분간 처리한 후 cassette (Kodak, Rochster, NY,  
USA) 내에서 X-ray film (Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge,  
UK)에 5분간 노출시키고 암실에서 현상액에 1분간 담근 후 현상하였다.
TEM(transmission electron microscopy)을 이용한 HT29 
spheroid 세포의 형태 관찰
  배양한 세포를 400 ×g 로 4℃에서 10분간 원심분리를 하여 모으고 여
기에 PBS에 녹인 2.5% glutaldehyde를 가지고 2시간 동안 고정을 하였
다. 0.1 M Caocodylate buffer (pH 7.4)로 20분씩 2회 세쳑 후, 20% 
osmium tetroxide로 후고정을 1시간 30분 동안 하였다. 고정이 끝나면 위
의 완충액으로 15분씩 2회 세척을 하고, 50% 에탄올에서부터 100%까지 
10%간격으로 차례로 탈수 과정을 거친 후 치환을 하고, Polybed 812를 
이용하여 포매를 하였다. 포매 과정이 끝나면 열중합 과정을 거친 후, 박
절을 하고 uranyl acetate와 lead citrate를 이용하여 이중 전자 염색을 하
였고,  TEM (Hidachi Co., Tokyo, Japan)을 사용하여 관찰하였다.
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SEM(scanning electron microscopy)을 이용한 HT29 
spheroid 형태 관찰
  TEM을 통한 HT29세포의 spheroid 형태를 관찰하고자  배양한 HT29 
spheroid 세포를 400×g로 4℃에서 10분간 원심침전하여 모으고 0.1M 
phosphate buffer pH 7.4 로 희석한 2% glutaldehyde와 2% osmium 
tetroxide로 고정하고, 에탄올에서 탈수한 후에 공기중에서 건조하였다. 건
조된 시료에 10 nm두께로 금을 뿌려 입힌 후에 SEM(JEOL Co., Tokyo, 
Japan)으로 관찰하였다.
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제 II-3 장   결   과
Electron microscophy를 이용한 HT29 세포에서의 
spheroid 형성 결과의  관찰
 
  완전한 spheroid를 얻기까지는 보통 3일 정도가 소요되었으며  이런 과
정을 통해서 얻은 것을 SEM을 통하여 관찰한 결과 100 um 정도의 in 
vivo tumor 형태의 spheroid를 생성하였음을 알 수 있었는데, spheroid는 
많은 monolayer cell들이 집적되어  이루어진 구의 형태를 관찰 할 수 있
었으며 각각의 spheroid의 형태와 크기는 대개 유사했다.  Tissue에서 볼 
수 있는 세포간의 juction처럼 spheroid에서도 세포와 세포들간에는 접촉
이 잘된 유사한 모습으로 나타났다(Figure Ⅱ-1). 
  또한 TEM을 이용한 관찰에서  spheroid의 중심부와 주변부가 성장 분
화의 차이에 의해  형태적으로 다양한의 세포들이  분포되어 있어 tissue
와 유사한 구조를 나타냈으며, 세포 안의 구조물들은 정상적으로 잘 발달
된 형태를 나타냈다. 또한 핵의 상태를 관찰한 결과 세포의 분화가 정상
적으로 잘 이루어진 것을 알 수 있었고, 세포와 세포간의 juction도 정상
적으로 이루어져 전체적인 형태는 tissue에서 나타나는 특징과 유사하게 
나타났다(Figure Ⅱ-2).
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Figure II-1. The scanning electron microscopy photograph of HT29 
spheroid.  The spheroids showing typical three-dimensional appearance.
- 44 -
Figure II-2. Transmission electron  microscopy photograph of HT29 
cells.  A; interior cell  B; interior cell C; exterior of spheroid D; exterior cell  
  E; junction .
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HT29 세포의 monolayer와 multilayer(spheroid)에서의 
taxol의 cytotxicity
  Taxol은 농도가 증가함에따라 세포 성장 억제 효과의 증가를 나타냈다. 
그러나 spheroid에서 보다 monolayer세포에서 더높은 세포 성장억제효과
를 나타냈는데  HT29 monolayer세포에서 taxol의 IC50값은 16 nM로 나
타났고, spheroid에서 taxol의 IC50 값은 30 nM로 monolayer에서 보다  
높게 나타났다(Figure II-3) 
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Figure II-3. Cytotoxic effect of taxol in HT29 cells. 
The cells were incubated with indicated concentration of 
taxol for 48 hrs. 
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Taxol에 의한 HT29 세포의 spheroid 에서의 MAP kinase
의 활성화
HT29 spheroid에서 phospho-ERK1/2의 발현은  10분에서 약간의 증가를 
20분, 30분, 그리고 60분까지 거의 비슷한 양를 유지하다가 보 점차 감소
하여 120분에서는 급격히 감소하는 경향을 나타냈다. 그러나 ERK1/2는 
10분에서 증가를 보이다가 20분, 30분, 60분, 그리고 120분 까지도 나타났
다(Fig. II-4).
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Figure II-4. Immunoblotting analysis of MAP kinase expression  
by taxol. HT29 adenocarcinoma cells were treated with 100 nM taxol  
for 10, 30, 60 and 120 min (lane 2-5) or untreated taxol(lane 1)
C 10 30 60 120 (min)
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▶
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제 II-4 장   고   찰
  Chapter I에서  HT29 monolayer 세포에 대하여 taxol과  arsenic 
trioxide를 처리하여  apoptosis  유발을 관찰하여 HT29 세포에 대한 항
암 효과를 살펴보았다.
  Capter II에서는 chapter I 의 결과와 비교해보고, 또 고형암과 유사한 
조건에서 실험하기위하여 세 종류의 three dimensional spheroid 배양법 
중에서 matix를 사용하지 않는 방법인 Multicellula spheroid 배양을 통해 
HT29 세포의  spheroid model을 형성하였다.  그리고 spheroid 형태를 
전자현미경 검사 분석을 통해 solid tissue가 가지는 성질과 어느 정도 유
사한지를 관찰하였다.  HT29 spheroid에 대하여  monolayer cell에서 실
시한 것과 같이 taxol을 처리하여  세포독성검사를 실시하였는데,  실험의 
목적은  HT29 monolayer 형태의 세포와 spheroid 형태의 세포가 Taxol
에 대하여 나타내는 저항성을 비교 분석하고자 함이었다.  또한 signal 
pathway를 통한 apoptosis유발을 관찰하기 위하여 MAP kinase검사를 실
시하였다.
  HT29 spheroid를  SEM과 TEM을 통하여 관찰한 결과 100 um 정도의 
in vivo tumor 형태의 spheroid를 생성하였음을 알 수 있었는데, SEM을 
통한 spheroid의 형태에서 많은 monolayer 세포들이 집적되어  이루어진 
구의 형상을 관찰 할 수 있었으며,  각각의 spheroid의 형태와 크기는 대
개 유사했다. 그리고 TEM을 통한 관찰에서 세포는 정상적인 분포형태로  
나타냈으며, 세포안의 구조물들도 정상적으로 잘 발달된 형태를 나타냈다. 
또한 핵의 상태를 관찰한 결과 세포의 분화가 정상적으로 잘 이루어진 것
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을 알 수 있었다. 그러나 spheroid의 중앙부와 주변부의 세포들은분화의 
시기의 차이에 따라 핵의 모양이 약간의 차이를 나타냈다. 그러나 세포와 
세포간의 juction도 정상적으로 이루어져 전체적인 형태는 tissue에서 나
타나는 특징과 유사하게 나타났다. 따라서 spheroid는 적어도 전자현미경 
관찰에 의한 외관적 특징이 고형암의 tissue가 가지고있는 특징과 비슷한 
형태를 나타냈다. 
  Taxol에 의한 세포독성능 결과는  spheroid에서 taxol의 IC50 값이  
monolayer에서 보다  높게 나타났는데 이 결과는 세포성 암의 경우 보다 
고형암의 경우가 항암제에 대하여 높은 저항성을 나타내는 특징과 유사함
을 나타냈다. 즉 세포성암에 대해서 항암 효과를 나타내는 항암제가 고형
암에서 효과를 나타내지 못하는 이유과 관련이 있을 것으로 판단된다(75).  
  Spheroid에서 p-MAP kinase의 발현은   10분에서 약간의 증가를 보이
다가 점차 감소하여 120분에서는 급격히 감소하는 경향을 나타냈다.  이 
결과는 monolayer에 대해 taxol을 처리후 10분이 지나면서부터 차츰 
MAP kinase의 phosphorylation이 나타나기 시작해서 30분경과 후에 가장 
증가되었다가 시간이 경과함에 따라 점차 감소하여 핵내로 이동하고, 
transcription factor인 c-jun을 활성화시켜서 apoptosis가 유도된다고 보고
된 사례와 비슷한 결과를 나타냈다(96). 그러나 통계적 유의성을 확보하기 
위하여 이 부분은 많은 반복 실험이 실시 되야 한다고 생각한다. 
  이 실험의 주된  목표인 HT29  spheroid 형성을 위한 시도에서 고형암
의 tissue가 가지는 특징과 유사한 3차원적인 spheroid 형성을 위한 목적
은 달성하였다. 그리고 향후 각종의 고형암 세포의 spheroid model을 대
상으로 각각의 고형암 세포에 항암 효과를 나타내는 항암제의 선발이 in 
vitro에서 활발하게이루어 질 수 있을 것으로 판단된다.
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결    론 
  taxol과 arsenic trioxide의 항암 효과의 작용을 human colorectal 
cancer cell인 HT29 cell에서 알아보고자 flow cytometry등의 실험을 실
시한 결과를 토대로 다음과 같은 결론을 얻었다. 또한 solid tumor의 
tissue와 유사한 조건을 in vitro에서 만들기 위하여 HT29 cell을 
multicellular spheroid system 방법을 시행하여 HT29세포의 three 
dimensional spheroid form을 형성하여 그 형태를 관찰하고 taxol의 작용
등을 검색하여 다음과 같은 결론을 얻었다.
  1. Flow cytometry analysis 결과에 의해서 taxol은 HT29 세포에 처리
하면 약제의 처리 시간과 약제의 농도에 따라  G2/M phase의  세포 분포
가 현저하게 증가 되어 G2/M phase의 arrest가 확인되었다.  반면에
arsenic trioxide를 HT29 세포에 처리하면 약제의 처리 시간과 농도에 따
라 G2/M phase의 세포 분포가 증가 하기는 했지만 taxol에서와 같이 현
저하게 증가하지는 않았다. 한편, taxol과 arsenic trioxide를 병합하여 시
간 별로 처리하면 G2/M phase를 비롯한 세포 주기는  control cell과 비
교하여 별다른 변화가 없음을 관찰할 수 있었다.
  2. Taxol과 arsenic trioxide를 각각 처리한 HT29 세포에서 일어난 
apoptosis를 확인하는 marker중의 하나인  chromatin condensational 변
화는  chromatin의 주요 구성요소인 히스톤에 특이한 항체를 이용한 IF 
검사를 통해 히스톤 단백의 위치 이동을 추적 하였다.  결과 anti-histone 
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antibody에 의해 형광 염색상이 핵 주변에 집적된 형태로 나타났으므로 
apoptosis에 의해 chromatin이 농축된 변화를 확인 하였다. 
  3. HT29 세포 monolayer에 대한 taxol과 arsenic trioxide의 세포독성 
결과에서 taxol은 IC50 값은 16 nM,  arsenic trioxde는 30 μM로 나타났
다. 그러나 10 nM의 taxol 존재하에 동시에 처리한 arsenic trioxide의 
IC50 값은 60 μM으로 나타났다.  약제를 각각 처리했을 때 보다 두 약제
를 동시 처리했을 때 arsenic trioxide의 IC50 값이 30 μM에서 60 μM로 
상승했음을 알 수 있다.  
  4. Apoptosis의 생화학적 hallmarker로서 실시한 DNA fragmentation 
analysis 결과는 taxol의 경우 100 nM이상의 농도에서 나타났고, arsenic 
trioxide를 처리한 경우에는  20 μM의 농도에서  DNA fragment가 관찰
되었다.
  5. Solid tumor와 유사한 three-dimensional features를 나타낼수 있는 
3가지 배양 방법 중 multicellular spheroid system을 이용하여 얻어진 
HT29  spheroid를 SEM과 TEM검사를 통해서 관찰한 결과  정상적인 
solid tumor가 나타내는 특질과 유사한 점을 관찰할 수 있었다.
  6. HT29 세포의 monolayer form과 spheroid form에 대한 taxol의  세
포독성실험 결과 각각 monolayer에 대한 IC50 값은 16 nM 이었고, 그리
고 spheroid form에 대한 taxol의 IC50 값은 30 nM로 나타났다.
- 53 -
  이상의 결과를 토대로 얻은 결론은 taxol과 arsenic trioxide 는 각각 독
립적으로 HT29 세포에 처리하였을 때 apoptosis를 유발하는 항암제로서
의 작용을 나타냈다는 것이다. 그러나 두 약제를 동시에 복합적으로 조합 
사용하였을 때는 apoptosis가 유발되었다는 의미있는 결과를 관찰 할 수 
없었다.
  또한 상기의 결과를 통해서 알 수 있듯이 matrix를 사용하지 않은 
multicellura spheroid system을 통해서  형성된 HT29 세포의 spheroid는 
tissue와 유사한 정상적인 세포 분화  형태를 나타냈다. 그리고 
monolayer form 보다는 spheroid form이 taxol에서 높은 저항성을 나타낸
다는 결론을 도출하였다.  본 논문에서는 HT29 세포의 spheroid form 형
성 자체에 대하여 목표를 두었다. 그러나 향후 HT29 세포주 이외에도 각
각의  solid tumor에 특이적인 효과를 나타낼 수 있는 항암제의 선발을 
위해서 여러 가지 실험이 spheroid form을 재료로 하여 시행되어지고, 나
아가 일반적으로 흔하게 사용되는 항암제에 대해서 저항성을 나타내는 
solid tumor에 만족스러운 치료 효과를 나타내는 좋은 항암제가 개발 될 
수 있을 것으로 생각이 된다.
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Abstract
 
The studies on cross reaction between taxol and arsenic trioxide 
in HT29 human colorectal cancer cells
Hyun-Il Choi
Department of Biomedical 
Laboratory Science
The graduate School Yonsei university
Human colon cancer is the second most fatal disease among a 
variety of cancers to cause cancer death in U.S.A. and its 
incidence rate is currently increased in Korea.
  Recently, many studies have been being progressed on the 
efficacy of diverse combination treatments, which apply different 
kinds of anticancer drugs targeting independent pathways, in 
order to get the additional or synergistic effects.
  This study compared the anticancer reactions between each use 
of arsenic trioxide and taxol against human colon cancer HT29 
cell line and combined use of two drugs. For doing this, the 
human colon cancer HT29 cell line was separately treated with 
taxol and arsenic trioxide according to the concentration and 
time of the drug, and was also treated with the combination of 
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the drugs. Then, chromosome concentration was examined 
through fluorescence microscopy, and other markers of apoptosis 
were examinated through cell cycle using flow cytometry, 
cytotoxicity, to verify whether apoptosis was induced from the 
drug treated cell line.
The HT29 cell line treated with taxol showed cell cycle arrest 
that presents an apparent increase of cell distribution in G2/M 
phase of the cell cycle, and also showed cytotoxicity, DNA 
fragmentation, and chromosome concentration. These results 
were found in the HT29 cell line treated with arsenic trioxide. 
Accordingly, taxol and arsenic trioxide were verified to have 
anticancer effects because those can cause apoptosis in the HT 
29 cell line. On the contrary, the results of HT29 cell line treated 
with the combination of taxol and arsenic trioxide was the same 
as the outcome of control samples that were not treated with 
any drug. The reason why apoptosis was not induced in the use 
of the combination can be thought as that arsenic trioxide might 
work as an antagonist to inhibit a taxol mechanism to induce 
apoptosis. 
  In addition, numerous studies are continuously being 
progressed to find new drugs effective in specific anticancer 
reactions against solid tumor cells. Therefore, the current study 
tested the formation of spheroid of HT 29 cells having similar 
characteristics to the solid tumor.
  In this experiment, the spheroid of the HT 29 cells was formed 
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by using a multicellular spheroid system, and the result was 
observed through electron microscopy.
The spheroid cells were normally distributed and demonstrated 
very similar features and morphology such as clear intracellular 
junction, well-developed cell organelles ,  and appropriate nuclear 
differentiation. Moreover, as a result of a cytotoxicity test for 
taxol in another HT 29 cell line having different morphological 
condition, the spheroid formed cells represented higher resistance 
against taxol than the monolayer cells.
  In conclusion, the spheroid formation of the HT 29 cell line 
can be applied to other cells and contribute to the new 
anticancer development.
------------------------------------------------------
 key word :  taxol, arsenic trioxide, apoptosis, HT29 cell, solid 
tumor, monolayer, spheroid form, 
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